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要旨 
 
 
肝移植や肝切除時に生じる虚血再灌流障害への対策として注目されている
ischemic preconditioning (IP)とは、『短時間の虚血と再灌流が先行すると、その後
の長時間の虚血再灌流障害が軽減するという現象』である。 IP による肝虚血再灌
流障害軽減作用の機序の詳細は不明である。本研究では、IP の作用発現機序に
ついて、Kupffer 細胞およびその活性酸素種(ROS)産生を抑制したラットを用い cell 
specific に検討した。その結果、IP による肝細胞保護作用が、短時間の虚血再灌流
において Kupffer 細胞の NADPH oxidase により産生される少量の ROS を介して発
現することを見出した。 
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序文 
虚血に陥った臓器が血液の再灌流を受けると、臓器には虚血およびその後の再灌流
に伴う障害が生じる。肝臓病の臨床では、肝移植や肝切除手術などにおいて、肝臓は血
流の途絶と再開にさらされ、この一連の虚血・再灌流に起因し肝障害が惹起される[1, 2]。
虚血再灌流障害 ischemia/reperfusion injuryと呼ばれるこの障害は、術後経過・予後に大
きく影響を及ぼし、時に致死的な合併症の原因となる[3, 4]。肝移植後に発生する primary 
graft nonfunction は虚血再灌流障害が主な原因とされ、再移植以外に救命手段がなく
[5-7]、とりわけ肝移植医療において虚血再灌流障害の軽減は重要な課題である。 
虚血再灌流障害の軽減を図る上で、その障害成立の機序解明が必要となるが、動物
モデルでの検討から、肝虚血中の温度の違いにより障害成立機序が異なることが判明し
ている[8-11]。虚血中の保存温度が 0～4℃の「冷虚血」後再灌流障害では、肝類洞内皮
細胞障害が主に惹起され、類洞の微小循環障害に起因した肝細胞障害へと進む[8, 9]。
一方、虚血時温度が 37℃の「温虚血」後再灌流障害では、先ず肝細胞が著明な
oxidative stress により障害されることが知られている[10, 11]。Kupffer 細胞は、いずれの
モデルにおいても再灌流後に活性酸素や TNFα などを産生し、障害成立への関与が示
唆されている[12-15]。肝移植や肝切除の実臨床においては、これら温虚血と冷虚血の状
態が混在しているのが実情である。 
虚血再灌流障害への対策として、近年、ischemic preconditioning (IP)と呼ばれる現象
が注目されている。これは、「短時間の虚血と再灌流」が先行すると、その後の「長時間
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の虚血と再灌流」によって惹起される臓器障害が軽減されるという現象である。実験動物
において種々の臓器で効果が確認されており[16-19]、また、臨床例でも心臓、肝臓にお
いて、IP の有効性を示唆する報告がなされているが[20-24]、本現象の機序の詳細はい
まだ不明である。 
これまでに、ラット肝移植モデルを用いて、IP が肝類洞内皮細胞のアデノシンリセプター
刺激を介して、冷虚血再灌流後の類洞内皮障害とKupffer細胞活性化を抑制し、移植後レシピ
エントの生存率を改善することが報告されている[17, 25, 26]。一方、IP の効果は肝温虚血再
灌流障害に対しても確認されているが[19, 27-30]、cell specific な検討はなされておらず、そ
の標的細胞や効果発現機序は未だ不明である。これらを明らかにすること、すなわち肝細胞、
類洞内皮細胞、Kupffer 細胞それぞれに着目し、IP による肝の温虚血再灌流障害軽減作用の
機序を解明することが本研究の目的である。 
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方法 
使用動物 
Sprague-Dawley (SD)系雄性ラット(体重 220～280g)を使用した。飼育および実験実施に
あたっては、東京大学動物実験実施規則ならびに National Institutes of Health Guidelines
に則って行った。 
Ischemic preconditioning (IP) 
ペントバルビタール Na 50 mg/kgをラットに腹腔内投与し麻酔導入した。正中切開にて開
腹後、肝左葉および中葉への門脈と肝動脈を 10 分間クランプし、解除後 10 分間同血流
を再灌流することにより IPを行った。IP施行後は、引き続いて後述の in vivoまたは肝灌
流系での温虚血再灌流障害に供した。対照群はクランプ以外の処置を同時間施行した。 
In vivo温虚血再灌流障害 
前記の IPないし sham手術に引き続いて、肝左葉および中葉への門脈・肝動脈をクランプ
し血流遮断後、クランプを開放し再灌流した。終了時点において、肝細胞障害を血清ALT
活性、類洞内皮細胞障害を血清ヒアルロン酸(HA)濃度によって評価した。予備実験にお
いて、血清ALT活性は、40分間の肝虚血後に有意に上昇し、再灌流後 1～3時間にピー
ク値を呈した為、40分間の虚血後、1時間再灌流した時点での血清にて評価した。 
肝灌流系での実験 
IP ないし sham 手術に引き続いて、経門脈的に肝を生理的緩衝液(Krebs-Henseleit 
bicarbonate buffer、KHB) 流速 30 mL/minにて 10分間灌流を施行した後、肝を取り出し、
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37℃ KHB内で40分間保存した。その後、500 ng/mL HA含有KHBを200 mL、95% O2、
5% CO2飽和条件下、30 mL/minにて閉鎖灌流系で 1時間再灌流し、終了時点での灌流
液中 ALT活性、および HA濃度を測定し、再灌流前後での HA取り込み量を算定した。 
前投薬 
IPの作用における Kupffer細胞およびその reactive oxygen species (ROS)産生の関与を
検討するため、以下の前投薬を用いて抑制実験を施行した。 
1. Kupffer 細胞の抑制： IP 施行の 24 時間前に、塩化ガドリニウム(GdCl3、和光純薬) 
20 mg/kgを、エーテル麻酔下ラットに静注することにより行った[31]。GdCl3投与の効果に
ついては、予備実験として抗 ED2抗体を用いた免疫組織染色切片で確認した。 
2. ROSの除去： IP施行の3時間前および1時間前の2回、N-acetyl-L-cysteine (NAC、
Sigma-Aldrich Co.)を 300 mg/kgずつエーテル麻酔下ラットに静注、または、IP 施行の 5
分前に superoxide dismutase (SOD, Sigma-Aldrich Co.) 10,000 U/kg、ないし catalase 
(Sigma-Aldrich Co.) 65,000 U/kgをそれぞれエーテル麻酔下ラットに静注することにより
行った。以上の薬剤は全て生理食塩水に溶解して使用し、対照群ではそれぞれに対応し
た生理食塩水を静注した。 
3. Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidaseの阻害： 10μ
mol/L diphenyleneiodonium chloride (DPI, Sigma-Aldrich Co.)含有 KHBを用いて、IPに
おける 10分間の虚血後再灌流を行った。また、後述する H2O2 preconditioningにおいて
は同灌流液にH2O2を加え 10分間の肝灌流を行った。DPIは dimethyl sulfoxide (DMSO)
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に 20 mmol/Lで溶解して使用し、対照群では 500μL/Lの DMSO含有 KHBで同時間の
灌流を行った[32]。 
過酸化水素(H2O2)灌流による preconditioning 
IP を行わずに、前述の肝灌流系の導入と同様に KHB を用いて経門脈的に肝を 10 分間
灌流後、種々濃度の H2O2含有 KHBによる 10 分間の灌流を行った。その後、KHBにて
2分間 wash out後、37℃、40分間の保存、1時間の閉鎖灌流系での再灌流を行い、終了
時点での灌流液中 ALT活性を測定した。 
Preconditioningにおける in situでの Kupffer細胞の ROS産生の同定 
IPにおいて、前述のごとく肝左葉および中葉への門脈と肝動脈の血流を 10分間遮断後、
500 mg/L nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma-Aldrich Co.)含有 KHBを用いて 10分間の
再灌流を行った。また、H2O2 preconditioningにおいては、10分間のH2O2含有KHBでの
灌流後に、NBT含有 KHBでの 10分間の灌流を行った。その後、10% formalinによる肝
の灌流固定、パラフィン包埋、薄切、nuclear fast red染色を行い、NBTが Kupffer細胞の
産生した ROSに還元され生じる不溶性の formazan沈着を顕微鏡下に観察した[33, 34]。 
In vitroでの実験 
1. 肝細胞の虚血再灌流障害モデル： ラット初代培養肝細胞を用い[35]、嫌気培養用
chamberおよびAnaeropack (Mitsubishi gas chemical co.)によって種々の時間の嫌気培養
(anoxia)と、それに続く再酸素化(reoxygenation)を誘導し、至適な anoxia 時間および
reoxygenation 時間を検討した。肝細胞の viability は、30μmol/L propidium iodide 含有
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100μL培養液(Krebs-Ringer N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid buffer、
KRH、pH 7.4)を用いた fluorometryにて、350μmol/L digitonin添加後の蛍光強度をもって
100％  肝細胞壊死とし、経時的に算定した [36]。蛍光強度は Cytofluor S4000 
fluorescence reader (Applied Biosystems)を使用し、530 nm excitation/645 nm emission 
filterを用いて測定した。 
2. 肝細胞の虚血再灌流障害に対する H2O2 preconditioning： 培養肝細胞に対し、0～1 
mmol/Lの種々濃度H2O2を 37℃、10分間、100μL KRH培養液に加え前投与し、KRHに
よる 2回の洗浄後に、前記の anoxia/reoxygenationに供した。 
生化学的測定 
血清および灌流液中の ALT 活性、HA 濃度は、それぞれ市販測定キット(Wako Pure 
Chemical Industries、Chugai Pharmaceutical Co., Ltd.)を用いて測定した。 
統計学的解析 
測定結果は mean ± standard error (SE)で記載し、2 群間比較においては、正規性およ
び等分散性を確認後、Student’s t 検定を用い P value＜0.05 をもって統計学的有意差あ
りとした。 
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結果 
In vivo温虚血再灌流後の肝細胞障害および類洞内皮細胞障害への IPの作用 
37℃、40 分間の虚血/1 時間の再灌流後の肝細胞障害を血清 ALT 活性で、類洞内皮細
胞障害を血清 HA濃度により評価し、それぞれの障害に対する IPの作用を検討した。無
処置ラットに比べ、温虚血再灌流後の血清ALT活性は著明に増加し、IPはこれを有意に
軽減した（図 1 Vehicle）。一方、血清 HA濃度は、無処置ラットに比べ温虚血再灌流後に、
類洞内皮細胞障害を反映して上昇したが、IP はこの上昇に対して有意な軽減作用を示さ
なかった（図 2）。すなわち、IP は温虚血再灌流障害に対し、類洞内皮細胞障害の軽減を
介さずに肝細胞障害を軽減するということが示唆された。 
 
 
（図 1） In vivo温虚血再灌流障害における IPの肝細胞障害軽減作用 
グラフは、温虚血再灌流後の血清 ALT活性(mean ± SE)を表す。各群 n = 6 
* p < 0.01 vs. no ischemia/reperfusion (I/R); ** p < 0.05 vs. Vehicle treatment & sham 
operation; # p < 0.05 vs. Vehicle treatment & ischemic preconditioning. KU, karmen unit. 
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（図 2） In vivo温虚血再灌流障害における IPの肝類洞内皮細胞障害に対する作用 
グラフは、温虚血再灌流後の血清ヒアルロン酸(HA)濃度(mean ± SE)を表す。各群 n = 6 
* p < 0.05 vs. no ischemia/reperfusion (I/R). IP, ischemic preconditioning. 
 
IPによる in vivo温虚血再灌流後の肝細胞障害軽減作用への Kupffer細胞の関与 
塩化ガドリニウム(GdCl3)により Kupffer 細胞を抑制したラットにおいて、温虚血再灌流後
の血清 ALT 活性上昇の程度は vehicle treatment 群と比して変わらず、温虚血再灌流後
の肝細胞障害自体に Kupffer 細胞は関与していないことが示唆された（図 1 GdCl3）。し
かし、Kupffer細胞を抑制したGdCl3群においては、vehicle群で見られた IPによる肝細胞
障害軽減作用が消失するという結果が得られた。この結果から、温虚血再灌流障害に対
する IPの肝細胞保護作用は、Kupffer細胞を介して発現していることが示唆された。 
肝灌流モデルを用いた温虚血再灌流障害に対する IPの肝保護作用 
上記の in vivoでの検討に加え、より肝特異的に IPの肝細胞障害軽減作用を検討するた
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め、肝灌流系を用いて同様の実験を行った。肝細胞障害は灌流液中 ALT 活性で、類洞
内皮細胞障害は再灌流前後の灌流液中 HA 濃度から算定した HA 取り込み量で評価し
た。結果は、in vivo での実験と同様、温虚血再灌流後に著明に上昇した灌流液中 ALT
活性が IP によって有意に減少し（図 3 Vehicle）、この IP の肝細胞障害軽減作用が
Kupffer細胞の抑制によって消失した（図 3 GdCl3）。P値からは、in vivoでの検討に比し
て、灌流系での検討でより安定した結果の得られることが示唆された。一方、HA 取り込
み量については、温虚血再灌流後においても類洞内皮細胞障害を反映した低下が認め
られず、IPによる HA取り込み量の有意な増加も認められなかった（図 4）。 
 
 
 
（図 3） 肝灌流系での温虚血再灌流障害に対する IPの肝細胞障害軽減作用 
40分間の温虚血/1時間の再灌流後の灌流液中 ALT活性(mean ± SE)を表す。各群 n = 6 
* p < 0.01 vs. no ischemia/reperfusion (I/R); ** p < 0.01 vs. Vehicle treatment & sham 
operation; # p < 0.01 vs. Vehicle treatment & ischemic preconditioning. KU, karmen unit. 
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（図 4） 肝灌流系での温虚血再灌流障害における肝類洞内皮細胞障害 
グラフは、40分間温虚血後、1時間再灌流の前後における灌流液中ヒアルロン酸(HA)濃度
から算定した HA取り込み量(mean ± SE)を表す。各群 n = 6 I/R, ischemia/reperfusion;  
IP, ischemic preconditioning. 
 
IPにおける Kupffer細胞の reactive oxygen species (ROS)産生 
以上の in vivoおよび肝灌流系での実験結果から、IPによる温虚血再灌流障害軽減作用は、
Kupffer細胞を介して発現していることが示唆された。そこで、次にKupffer細胞の活性化
によって産生される ROS に着目し、この ROS が IP の作用発現の mediator となっている
のではないかと考え、検証のための実験を進めた。先ず、IP すなわち 10 分間という短時
間虚血後の再灌流で、Kupffer細胞が ROSを産生しているか否かを、in situでの Kupffer細
胞のROS産生の評価法であるNBT灌流法[33, 34]を用いて検討した。無処置ラット肝では特
に所見を認めなかったが（図 5 A）、10 分間の虚血後再灌流によって、Kupffer 細胞の ROS
産生を反映した青色の formazan沈着が認められた（図 5 B）。 
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（図 5） IPにおける Kupffer細胞の ROS産生 
A：Sham control liver、B：10分間の虚血後再灌流により、Kupffer細胞の ROS産生を反
映した formazan沈着の出現が認められた(矢印)。 
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IPによる温虚血再灌流後の肝細胞障害軽減作用への ROSの関与 
次に、IPすなわち短時間の虚血再灌流で生じたROSを除去することで、その後の温虚血
再灌流障害に対する IP の肝細胞保護作用が消失するか否か、ROS 除去剤である NAC、
SOD、catalase をそれぞれ前投与し、温虚血再灌流後の灌流液中 ALT 活性を検討した。
NAC および SOD の前投与によって、sham 手術群における温虚血再灌流後の肝細胞障
害自体には変化がなかったが、IPの作用が消失し、むしろ IP施行群で ALT活性が上昇
していた。Catalase を前投与した場合、温虚血再灌流障害自体が有意ではないものの軽
度軽減され、IPの作用は、NAC、SODを前投与した場合と同様に消失した（図 6）。 
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（図 6） IPの温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用への ROSの関与 
N-acetyl-L-cysteine (NAC)、superoxide dismutase (SOD)、catalaseを静注したラットにおいて、
shamないし IPを施行後、40分間の温虚血、閉鎖灌流系での 1時間再灌流を行った。グラフは、
温虚血再灌流後の灌流液中 ALT活性(mean ± SE)を表す。各群 n = 6 KU, karmen unit. 
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IPの温虚血再灌流障害軽減作用における NADPH oxidaseの関与 
（図 5）、（図 6）の結果から、IP において Kupffer 細胞が ROS を産生しており、ROS の除
去によって IPの温虚血再灌流障害軽減作用が消失することが示された。Kupffer細胞は
虚血再灌流によりNADPH oxidase活性化を介して ROSを産生・放出することが知られて
おり[37]、NADPH oxidase を阻害したラットで、IP の作用が消失するか否かを検討した。
（図 7）に示すように、vehicle treatment群では、温虚血再灌流後の肝細胞障害を反映して
上昇した灌流液中 ALT 活性は IP によって有意に低下したが、diphenyleneiodonium 
chloride (DPI)により NADPH oxidaseを阻害すると、この IPの作用が消失し、IPによる温
虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用への NADPH oxidaseの関与が示唆された。 
 
 
 
（図 7） IPの温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用への NADPH oxidaseの関与 
40分間の温虚血/1時間の再灌流後の灌流液中 ALT活性(mean ± SE)を表す。各群 n = 6 
* p < 0.01 vs. Vehicle treatment & sham operation; ** p < 0.01 vs. Vehicle treatment & 
ischemic preconditioning. KU, karmen unit. 
Sham operation 
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温虚血再灌流障害に対する H2O2を用いた preconditioning 
以上の結果を踏まえ、次に、少量の ROSを前投与することで、IP と同様に温虚血再灌流
障害を軽減し得るか否かを検討した。IP の代わりに、種々濃度の H2O2 含有灌流液によ
る 10分間の前灌流を行った後に、37℃、40分間の温虚血/1時間の閉鎖灌流系での再灌
流を行い、灌流液中 ALT活性を測定した。結果は、（図 8）に示すように、1 mmol/L H2O2
の前灌流によって、温虚血再灌流後の灌流液中ALT活性が controlに比して有意に低下
し、IP と同様な温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用を再現することが出来た。更
に、より高濃度 5 mmol/L H2O2の前灌流を行うと、温虚血再灌流後の灌流液中ALT活性
はむしろ上昇し、肝細胞障害が増悪するという結果が得られ、一定範囲の ROS前投与に
よってはじめて肝細胞保護作用が発現するということが示唆された。 
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（図 8） 温虚血再灌流障害に対する短時間の H2O2灌流による肝細胞保護作用 
40分間の温虚血/1時間の再灌流後の灌流液中 ALT活性(mean ± SE)を表す。各群 n = 6 
* p < 0.01 vs. 0 mmol/L (mM). KU, karmen unit. 
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H2O2 preconditioningの肝細胞への直接作用についての in vitroにおける検討 
肝灌流系において、H2O2による温虚血再灌流障害に対する preconditioning が可能であ
ったため、肝細胞への直接作用についてラット初代培養肝細胞を用い in vitroで検討した。
予備実験では、肝細胞の viability は 3～4 時間以上の嫌気培養(anoxia)後の再酸素化
(reoxygenation)で低下を認め、6時間 anoxiaでは reoxygenation直後から著明な低下を来
たしたため、5時間 anoxia/ 2時間 reoxygenationモデルを用いて検討した[36, 38]。肝細胞
の viability は、normoxia control に比し、anoxia/reoxygenation 後にほぼ直線的に低下し
た。これに対し、0～1 mmol/L H2O2 含有緩衝液にて 10 分間の培養を先行させ
preconditioningを試みたが、0～0.3 mmol/L H2O2ではいずれにおいても肝細胞障害の有
意な悪化・軽減とも認めず、1 mmol/L H2O2では肝細胞障害の悪化を認めた（図 9）。 
 
 
（図 9） 肝細胞の anoxia/reoxygenation injuryに対する H2O2 preconditioningの効果 
グラフは、各濃度の H2O2前投与に続く 5時間嫌気培養/2時間再酸素化における再酸素
化後の肝細胞の viabilityの推移を表す。 
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H2O2 preconditioningの作用発現における Kupffer細胞の関与 
In vitro の実験結果と、H2O2 前投与による温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護効果
が認められた肝灌流系での結果（図 8）とから、H2O2による preconditioningは、肝細胞へ
の直接作用ではなく、IP と同様に Kupffer細胞を介した作用である可能性が考えられた。
そこで、GdCl3によって Kupffer 細胞を抑制したラットを用い、肝灌流系において 10 分間
の 1 mmol/L H2O2前灌流による preconditioningの肝細胞保護作用を再度検討したところ、
（図 10）に示すように、Kupffer細胞を抑制することで、H2O2 preconditioningによる温虚血
再灌流後の肝細胞障害軽減作用が消失するという結果が得られた。 
 
 
 
（図 10） H2O2 preconditioningの肝細胞保護作用における Kupffer細胞の関与 
40分間温虚血/1時間再灌流後の灌流液中 ALT活性(mean ± SE)を表す。各群 n = 6 
* p < 0.01 vs. Vehicle treatment & no preconditioning; ** p < 0.01 vs. Vehicle treatment & 
H2O2 preconditioning. KU, karmen unit. 
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H2O2 preconditioningにおける Kupffer細胞の ROS産生の検討 
H2O2 preconditioning の温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用も、 IP と同様
Kupffer細胞を介して発現していることが示唆されたため、H2O2 preconditioningにおいて
も Kupffer細胞が in situで ROS を産生しているか否か、NBT灌流法を用いて組織学的
に検討した。（図 11 A）に no-treatment control、（図 11 B）に H2O2灌流ラットの肝組織を示
す。1 mmol/L、10 分間という少量短時間の H2O2 灌流によって、IP の場合と同様に
Kupffer細胞のROS産生を反映した formazan沈着が確認された。この所見は、GdCl3前投
与によりKupffer細胞を抑制したラット（図 11 C）、およびNADPH oxidase阻害剤(DPI)投与
ラット（図 11 D）における同条件の H2O2灌流では認められなかった。（図 11 E）に各標本
中 10箇所の高倍率視野（HPF）での formazan陽性細胞数を示す。すなわち、肝灌流系で
認められた H2O2 preconditioningによる温虚血再灌流障害軽減作用（図 8）は、IPにおい
てと同様、Kupffer細胞の産生する ROSを介した機序であることが示唆された。 
 
 
 
（図 11 A） 
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（図 11 B） 
（図 11 C） 
（図 11 D） 
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（図 11） H2O2 preconditioningにおける Kupffer細胞の ROS産生 
A：no-treatment control liver、B：少量短時間のH2O2 灌流によるKupffer細胞の ROS産
生を反映した blue formazan 沈着、C：GdCl3 & H2O2 preconditioning、D：DPI & H2O2 
preconditioning、E：グラフは、A– D各群における肝組織標本中 10箇所の高倍率視野（= 
HPF）での formazan陽性細胞数を表す。 
 
H2O2 preconditioningの作用発現における NADPH oxidaseの関与 
H2O2 preconditioningの温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用がKupffer細胞の抑
制により消失したこと、また NBT 灌流を用いた組織学的検討において、少量短時間の
H2O2投与によってKupffer細胞のROS産生が認められ、かつこれがNADPH oxidase阻
害により抑制されたことから、最後に、10 分間の 1 mmol/L H2O2 前灌流による H2O2 
preconditioningの肝細胞保護作用における NADPH oxidaseの関与を検討した。（図 12）
に示すように、vehicle treatment群で認められた H2O2 preconditioningによる温虚血再灌
流後の肝細胞障害軽減作用が、IP の場合と同様、DPIによって NADPH oxidase を阻害
（図 11 E） 
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することで消失するという結果が得られた。 
 
 
 
（図 12） H2O2 preconditioningの肝細胞保護作用における NADPH oxidaseの関与 
40分間の温虚血/1時間の再灌流後の灌流液中 ALT活性(mean ± SE)を表す。各群 n = 8 
* p < 0.01 vs. Vehicle treatment & no preconditioning; ** p < 0.01 vs. Vehicle treatment & 
H2O2 preconditioning. KU, karmen unit; DPI, diphenyleneiodonium chloride. 
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考察 
Ischemic preconditioning (IP)による温虚血再灌流障害に対する肝保護作用の発現
機序について、cell specific に検討するため、まず温虚血再灌流後の肝細胞障害と類洞
内皮細胞障害を分けて観察し、それぞれに対する IP の効果を検討した。次に、GdCl3 に
よってKupffer細胞を抑制したラットを用いて、温虚血再灌流障害に対する IPの効果を観
察することで、IPの肝保護作用発現における Kupffer細胞の関与について検討した。 
In vivo においては、肝細胞障害を血清 ALT 活性で評価し、類洞内皮細胞障害を血
清ヒアルロン酸(HA)濃度で評価した。血中の HA は類洞内皮細胞によって速やかに取り
込まれるため[39]、血清 HA 濃度の上昇は類洞内皮細胞障害の指標となる。結果の項
(図 1、2)に示すとおり、IP は温虚血再灌流後の肝細胞障害を有意に軽減したが、類洞内
皮細胞障害については軽減しなかった。 
Kupffer 細胞の活性化は、温虚血再灌流、冷虚血再灌流のいずれにおいても肝障害
への関与を示唆する報告がなされており[12, 13, 40, 41]、冷虚血再灌流障害においては、
IP が虚血再灌流後の Kupffer 細胞による ROS および TNFα産生を抑制することが報告
されている[25, 26]。本研究では、温虚血再灌流障害に対する IP の肝保護作用への
Kupffer細胞の関与を検討した。当初、冷虚血再灌流障害においてと同様に、IPによって
温虚血再灌流後の Kupffer 細胞活性化に起因した肝障害が減ずることも予測されたが、
GdCl3によってKupffer細胞を抑制しても温虚血再灌流後のALT活性上昇には変化がな
いという結果が得られ(図 1)、本モデルにおいては、Kupffer 細胞は虚血再灌流後の肝細
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胞障害自体に影響していないことが示唆された。従って、類洞内皮細胞障害に関する知
見と合わせて、温虚血再灌流障害に対する IPの肝細胞障害軽減作用は、冷虚血再灌流
障害における機序とは異なり、類洞内皮細胞障害の軽減やKupffer細胞活性化の抑制を
介さない、肝細胞へのより直接的な保護作用であると考えられた。これは、温虚血再灌流
障害の主たる要因が、冷虚血再灌流障害と異なり肝細胞に生じる oxidative stressである
という報告[10, 11]と整合性のある結果とも考えられた。 
In vivoで得られたこれらの結果について更に検証するために、肝灌流系での実験を
行った。肝灌流系を導入することで、虚血再灌流後に肝類洞における血栓形成やフィブリ
ン沈着によって惹起される副次的な微小循環障害[42, 43]の影響を減じ、より肝特異的に
虚血再灌流障害と IPの機序を解析することが可能となる。肝灌流系での実験では、類洞
内皮細胞障害について、灌流液に加えたHA濃度の再灌流前後での差、すなわちHAの
取り込み量を算定することにより評価した。類洞内皮細胞の速やかなHA除去能[39]を踏
まえ、HA取り込み量の減少は類洞内皮細胞障害の指標となる。結果は、in vivoと同様、
IP は温虚血再灌流後の肝細胞障害を軽減したが、類洞内皮細胞への影響は捉えられな
かった(図 3、4)。また、Kupffer 細胞を抑制しても、やはり温虚血再灌流後の肝細胞障害
の程度は不変であり、IP は温虚血再灌流障害に対して類洞壁細胞の変化を抑制するこ
とを介さずに肝細胞障害を軽減していることが確認された。 
温虚血再灌流障害における Kupffer 細胞活性化の抑制効果については、障害軽減
に寄与するという報告[13, 40]と否定的な報告[44]とがあり、冷虚血再灌流障害において
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も、いまだ両者の報告がみられる[12, 41, 45, 46]。虚血再灌流に伴う Kupffer細胞活性化
の程度は虚血時間によっても変化し[47]、モデルによる虚血および再灌流時間の違いに
よって障害への関与についても差異が生じている可能性が考えられた。 
本研究では、GdCl3を用いた Kupffer 細胞の抑制実験により、もうひとつの非常に重
要な結果を得た。In vivoおよび肝灌流系での実験とも、Kupffer細胞を抑制したところ、IP
の肝細胞障害軽減作用が消失したという結果である(図 1、3 GdCl3)。この結果は、IP に
よる肝細胞保護作用が Kupffer 細胞を介して発現していることを示唆するものであり、同
様の立場では、Kupffer 細胞が heme oxygenase-1 (HO-1)の誘導を介して虚血再灌流障
害に対し肝細胞保護的に働いているという報告がある[44, 48, 49]。我々は、Kupffer細胞
の ROS産生に着目し、更に IPの機序解明を進めた。虚血再灌流障害において、Kupffer
細胞や好中球により産生される細胞外 ROSおよびミトコンドリアや xanthine oxidaseによ
り産生される細胞内 ROSは、いずれも肝細胞障害の要因として重要である[1, 2, 15]。一
方で、oxidative stress が虚血再灌流障害に対する組織の虚血耐性誘導において重要な
役割を担っていることを示す報告が散見される[50-52]。そこで、『IP における短時間の虚
血再灌流によって、Kupffer細胞が少量の ROS を産生し、この ROS を介してその後の温
虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用が誘導されているのではないか』という仮説を
立てた。 
この仮説を検証するため、まず、IP において Kupffer 細胞が ROS を産生しているか
否かを、我々の研究室において開発した in situ での ROS産生の評価法である NBT灌流
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法[33, 34]を用いて検討した。NBT は ROS と反応し不溶性の青い formazan 沈着を生じ、
肝においてとりわけKupffer細胞のROS産生を顕微鏡下に組織切片で簡便に捉えることが可
能となる。長時間の虚血再灌流においてKupffer細胞がROSを産生することは知られている
が[10, 53, 54]、本検討では(図 5)に示すように、NBT灌流法によって、10分間という短時間
の虚血後再灌流において、無処置ラットの肝組織では認められなかった formazan沈着が生
じることを初めて捉え、IPにおいてKupffer細胞がROSを産生していることが確認された。 
次に、IPの肝保護作用への ROSの関与を検討した。3種類の ROS除去剤： NAC、
SOD、および catalaseを用いて、IPすなわち 10分間の虚血と再灌流で生じるROSを除去
したところ、いずれにおいても IPによる温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用が消
失し（図 6）、IPの作用発現へのROSの関与が示唆された。Catalaseの前投与では、温虚
血再灌流後の ALT 活性上昇自体が有意ではないものの軽度低下していたが、これは、
H2O2が虚血再灌流障害の一因であり[2, 37]、かつ catalase は静注後速やかに血中から
肝細胞内に移行するため[55]、前投与された catalase が若干なりとも肝細胞内に残留し、
後の虚血再灌流において H2O2に起因した肝細胞障害に影響した可能性が考えられた。 
Kupffer 細胞は、様々な刺激によって還元型 nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate (NADPH) oxidaseの活性化を介してROSを産生する[37, 56-58]。本研究では、
NADPH oxidaseの活性化をその特異的かつ可逆的阻害剤である DPIによって阻害した
ラットを用いて IP の効果を検討することにより、IP において NADPH oxidase が活性化し
ており、これが IPの作用発現に関与しているということを見出した（図 7）。以上の（図 5、6、
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7）に示す結果から、IP による肝保護作用発現には、IP すなわち短時間の虚血再灌流に
おいて Kupffer細胞の NADPH oxidase活性化を介し産生された ROSが関与しているこ
とが示唆された。NADPH oxidaseは、Kupffer細胞膜上に存在し、そのマクロファージとし
ての主要な機能を果たす上で必要な ROS の産生と細胞外への放出を担う特異な酵素で
あり[59, 60] 、NADPH oxidaseにより産生・放出された細胞外ROSが IPの効果発現にお
いて重要な mediatorであると考えられた。 
ここまでの検討では、Kupffer 細胞、ROS、NADPH oxidase の抑制実験によって、IP
の肝細胞保護作用へのそれぞれの関与が示唆される結果を得た。引き続いて、ROS の
前投与によって、IP と同様に肝細胞保護作用が再現されるか否か試みた。Catalase によ
る抑制実験の結果、および少量の oxidative stress という条件を考慮し、IP を施行する代
わりに 0.5～1 mmol/L H2O2含有灌流液の短時間の前灌流によって preconditioningを試
みたところ、1 mmol/L H2O2の前灌流で IP と同様に温虚血再灌流後の肝細胞障害軽減
作用が再現され、より高濃度 H2O2の前灌流ではその後に続く温虚血再灌流障害が増悪
した（図 8）。以上の結果から、我々は、『IP の温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作
用は、短時間の虚血再灌流によって Kupffer 細胞が NADPH oxidase 活性化により産生
するROSを介して発現している』、という結論に至った。更に、このROSは、sublethalすな
わち肝細胞障害の顕在化を来たさない一定の範囲内においてはじめて肝細胞保護作用
を誘導し得るということが示唆された。 
H2O2についても、近年、ROSの一種として病理学的意義のみならずその生理学的役
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割が報告されている[61-63]。従って、前述のH2O2による preconditioningの結果を踏まえ、
in vitroで温虚血再灌流障害に対する肝細胞への H2O2前投与の直接作用について検討
を進めた。初代培養肝細胞の温虚血再灌流障害は、広く認知されているモデルにならい
[64, 65]、嫌気培養用 chamber による嫌気条件下の培養(anoxia)とそれに続く再酸素化
(reoxygenation)によって再現し、再酸素化後の肝細胞の viability を propidium iodide 
fluorometryにより経時的に算定した。Propidium iodideは、障害細胞の脆弱となった膜を
透過し 2 本鎖 DNA に結合し[36]、その蛍光強度が LDH 逸脱の程度と直線的相関を示
すため[66]、in vitro での肝細胞の虚血再灌流障害を評価し得る。本検討においても（図
9）に示すように、肝細胞の viability は、normoxia 条件下で培養した control に比して、
anoxia によって緩徐に低下し、reoxygenation 後に急速かつ直線的に低下しており、
anoxia/reoxygenationによる肝細胞障害についての報告[65]と同様の結果であった。 
この肝細胞障害に対し、0～1 mmol/L H2O2による preconditioningを試みたが、いず
れの濃度のH2O2においても肝細胞のviabilityに有意な改善は認められなかった（図9）。
1 mmol/L H2O2の 10 分間の前投与は、肝灌流系では温虚血再灌流後の肝細胞障害を
軽減したが（図 8）、in vitroにおいては anoxia/reoxygenation後の肝細胞の viabilityをより
低下させる結果となった（図 9）。培養肝細胞は、in vivo条件と異なり類洞構造が欠如して
いることから、H2O2 暴露に対する耐性が低いとの報告がある[67-69]。従って、肝細胞保
護作用を誘導し得る H2O2濃度が肝灌流系においてとは異なっていることも推察されたが、
他方で、非細胞障害濃度の H2O2 前投与には、培養肝細胞の温虚血再灌流障害に対す
 28 
る直接の保護誘導作用はなく、肝灌流系で認められた肝細胞保護作用は、実は Kupffer
細胞を介した作用であった可能性が考えられた。 
そこで再度、GdCl3 によって Kupffer 細胞を抑制したラットを用いて、肝灌流系での
H2O2 preconditioningによる肝細胞保護作用発現への Kupffer細胞の関与について検討
した。結果は（図10）に示すとおり、H2O2 preconditioningによる温虚血再灌流後の肝細胞
障害軽減作用が Kupffer 細胞の抑制によって消失し、H2O2 preconditioning の作用発現
機序も、IP と同様に Kupffer細胞を介したものであることが検証された。 
Kupffer細胞の形態変化、貪食能の増加は、それぞれ 0.7 mmol/L H2O2で 10分間の
灌流、1 mmol/L H2O2で 5分間の灌流によって引き起こされ[69, 70]、in vivoでは肝細胞
に比してKupffer細胞の方がH2O2に対する感受性が高いことが示唆される。本検討にお
いては、NBT灌流法により、H2O2 preconditioningすなわち 1 mmol/L H2O2で 10分間の
灌流によって ROS 産生が惹起されていることを初めて確認した（図 11 A、B）。この ROS
産生は、GdCl3でKupffer細胞を抑制すると消失し（図 11 C）、前記の結果（図 10）とあわせ、
H2O2 preconditioningも Kupffer細胞の ROS産生を介して温虚血再灌流障害に対する肝
細胞保護作用を誘導していることが示唆された。 
最後に、NADPH oxidaseの阻害によって、H2O2 preconditioning における in situでの
Kupffer細胞の ROS産生が消失し（図 11 D）、かつ温虚血再灌流障害に対する肝細胞保
護作用も消失した（図 12）ことから、1 mmol/L、10分間という少量短時間のH2O2灌流によ
る preconditioningは、IPにおいてと同様に、Kupffer細胞の NADPH oxidase活性化によ
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り産生されるROSをmediatorとして温虚血再灌流障害を軽減していることが示唆された。
本検討に用いたDPIは、NADPH oxidaseの細胞基質側の構成部分に作用する可逆的な
阻害剤であり[71]、H2O2 もまた灌流投与で細胞膜を透過し細胞内に移行するため[59, 
72]、前灌流されKupffer細胞内に移行したH2O2がNADPH oxidaseに作用し細胞外ROS
を産生、このKupffer細胞の産生した細胞外 ROSこそが preconditioningのmediatorとな
っていたという機序が考えられた。 
近年、IPによる温虚血再灌流障害軽減作用と NADPH oxidase (NOX) isoformsの活
性化との関連に着目した動物モデルでの検討から、IP は温虚血再灌流後の NOX2 蛋白
発現を抑制し温虚血再灌流障害を軽減するが、NOX4 蛋白の発現は不変であり、NOX4
の発現抑制による更なる障害軽減の可能性が示唆されている[58]。IPにおける短時間虚
血再灌流時の NOX 活性化と sublethal な ROS 産生が、IP の温虚血再灌流障害軽減作
用を誘導しているという我々の検討結果とあわせると、IP は、短時間虚血再灌流という刺
激によって、その後の長時間虚血再灌流に対して肝細胞保護に働く種々シグナル伝達系
を惹起する triggerたり得るが、虚血再灌流後に抑制すべき障害因子は多岐にわたると考
えられ、虚血再灌流障害自体の更なる機序解明も必要と考えられる。IP は、しかし現在
においても、虚血再灌流障害軽減のための最も広く認知されている探求的手法[15]であ
り、これは、IPという現象を解明することが、広く oxidative stressと生体防御機構の解明に
繋がると期待されているからとも考えられる。 
本研究は、温虚血再灌流障害に対する肝細胞保護作用が、Kupffer 細胞の NOX 活
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性化により産生される sublethal ROS を介して発現することを見出した。そして、この作用
は、IPすなわち短時間の虚血再灌流という刺激によっても、少量短時間のH2O2灌流によ
る preconditioningによっても誘導された。H2O2 preconditioningは肝細胞への直接作用か
とも推測されたが、検討の結果 Kupffer 細胞を介した肝細胞保護作用の誘導と結論され
た。一般に、Kupffer細胞およびその活性化により惹起される oxidative stressは虚血再灌
流障害の増悪因子と考えられているが[2, 9, 15]、本研究結果は、肝細胞障害を来たさな
い限定された範囲内の ROSは、むしろその後の温虚血再灌流障害に対する肝細胞の耐
性誘導において不可欠な役割を担っていることを示唆するものであった。これが、我々の
解明し得た IPの機序であり、このような肝細胞保護作用を誘導するためには、Kupffer細
胞の活性化とその ROS産生を、本来の肝レジデントマクロファージとしての定常状態から
細胞障害を来たすレベル[54]までの間でいかに厳密に制御するかが重要と考えられた。 
本研究のみでは、ROS 相互の複雑な連鎖反応まで考慮すると、どの種類の ROS が
主に IPの作用発現に寄与しているのかを特定するのは難しいと考えられるが、抑制実験
で用いた NAC は細胞内外のフリーラジカル除去剤であること[73]、SOD は細胞外の
superoxide anionsすなわち活性酸素ラジカルをH2O2とO2に分解・除去すること[74]、また
NOX も primaryには活性酸素ラジカルを生成すること[59, 60]からは、Kupffer 細胞の産
生した細胞外の活性酸素ラジカルを含むフリーラジカルが作用発現に不可欠なのかも知
れない。細胞外フリーラジカルは H2O2と異なり、細胞膜を透過せず[59, 72]、膜の脂質二
重層に対して直接の酸化作用を持つ[75]。肝類洞構造を鑑みると、IP において Kupffer
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細胞により産生されたフリーラジカルと、類洞内皮細胞ないし肝細胞膜の脂質過酸化、そ
して最終的な効果発現細胞である肝細胞内におけるシグナル伝達との関連について、更
なる検討が必要と考えられる。 
IP によって惹起される、虚血再灌流障害軽減に寄与する肝細胞内のシグナル伝達
経路については、現在までに、adenosine 2A receptor を介した[18, 76]、nuclear factor 
kappa B (NF-kappaB)および p38/mitogen-activated protein kinase (MAPK)カスケードの活
性化[77, 78]、また、phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-protein kinase B (PKB)/Akt pathway
の活性化[79]など、いずれも細胞外の種々の刺激によって cAMP反応性に活性化される
経路の関与が示されている。従来、温虚血再灌流および冷虚血再灌流障害モデルでの
検討から、いずれのモデルにおいても肝細胞保護に寄与する機序として、ストレス応答蛋
白（酵素）としての heme oxygenase-1 (HO-1) (heat shock protein 32)蛋白および HO-1 
mRNA誘導が報告されているが[80, 81]、IPの肝細胞保護作用においても HO-1 system
の関与が示唆されている [55] 。 これらの検討から、種々の pharmacological 
preconditioning による虚血再灌流障害軽減が試みられているが、しかし、いずれも未だ
可能性にとどまり、臨床応用に至っていないのが実情である[15, 48, 49]。このことは、肝
虚血再灌流障害が非常に多因子の複合により成立しており [82]、単純な radical 
scavenger や単一のシグナル伝達系の制御のみでは、期待される軽減効果を得るのが困
難であることを伺わせる。 
肝虚血再灌流障害の成立が多因子の複合によるのと同様に、IP の肝保護作用発現
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機序もmultifactorialと考えられる[15]。肝移植前後のドナー肝における検討から、酸化ス
トレス・炎症・免疫応答などに関わる 57 遺伝子に、移植後すなわち虚血再灌流後の発現
増加が認められ、術中 Pringle’s maneuverを施行、すなわち 10分間の IPを施行すること
により、これらの発現増加の抑制と、細胞増殖や cell cycle制御に関わる 43遺伝子の発
現増加が認められたとの報告もある[83]。IP の実際は、肝切除時に出血対策として施行
されてきた術式である Pringle’s maneuver と同様であり [21] 、 pharmacological 
preconditioning の確立を待たずに、”traditional” ischemic preconditioning と表現される
[15]IP を広く施行すべきであろうか。しかし、IP はあくまで侵襲的手技でもあり、未知の機
序が存している。また、障害軽減効果についても、未だ限界があるとされ[58]、確立され
た治療介入手技とまでは至っていない。 
多因子が関与する IP の肝保護作用機序を更に解明し、pharmacological にもより広
く虚血再灌流障害の軽減を目指す上で、最近、温・冷虚血再灌流障害モデルのいずれに
おいても、抗酸化ストレス作用に関与する種々遺伝子ないし遺伝子産物（酵素）の発現を
制御する転写因子 nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2)の活性化、および
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1)によるその制御機構である Nrf2-Keap1 
systemが注目されている[84-86]。フリーラジカルによる Keap1不活化、それにより抑制が
解除された Nrf2の細胞核内移行と抗酸化酵素群の遺伝子発現の誘導は、前述の HO-1
誘導を含む多種遺伝子発現を制御するとされる[15, 85]。 
本研究は、ラット肝温虚血再灌流障害モデルを用いて、IP の肝細胞保護作用発現機
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序の trigger に関する新たな知見を見出したと言える。今後は、効果発現細胞である肝細
胞におけるmulti antioxidant pathwaysを制御するNrf2-Keap1 system の、IP作用への関
与、および肝虚血再灌流障害自体への関与についての更なる検討により、IP の臨床応
用と、虚血再灌流障害に対する IP を含めたより確実で包括的な治療法の確立が期待さ
れるのではないかと考えられる。 
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おわりに 
 
Ischemic preconditioningおよび少量短時間のH2O2前投与による肝の温虚血再灌流
障害軽減作用の機序は、いずれも Kupffer 細胞の NADPH oxidase により産生された
ROSを介した作用であるということが本研究によって示された。H2O2 preconditioningの
肝細胞への直接作用をとらえ、肝細胞におけるシグナル伝達につき検討することも期
待されたが、H2O2 preconditioningの機序も ischemic preconditioning と同様に Kupffer
細胞を介した作用であるという結論に至った。翻って、これら preconditioningによる肝の
虚血耐性獲得の機序において、Kupffer 細胞の重要性が繰り返し示唆される結果が得
られたと考えられる。加えて、本研究ではpreconditioning という現象を、Kupffer細胞膜
上にあって、そのマクロファージとしての主要な機能を果たす上で重要かつ特異な酵素
NADPH oxidaseに着目して検討することで、Kupffer細胞によって産生される細胞外の
ROS、とりわけ活性酸素ラジカルを含むフリーラジカルが重要なメディエーターであるこ
とを示唆する結果を得た。 
酸化ストレスに対する生体防御機構と考えられる IPという現象の機序を解明すること
から、肝細胞の虚血再灌流障害に対する耐性誘導のみならず、酸化ストレスの関与す
る様々な障害に対する細胞保護作用の誘導機序解明、治療法の確立に資することが
できればと考えている。 
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